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野菜中葉酸の微生物定量検液調製法の検討
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食品中紫綬 Folacin(以下 FAと略)を定量する際の検
液調製法1;1必らずしも一定の方式が決っていない。試料
から FA抽出時にアスコルビン駿 AscorbicAcid (以下
AsAと略)を加えた方がよいことは 1waiら!) Hurdle 
ら2)の報告以来意見の一致をみているが3)へそれ以外の
点て";1pH6.1のリン酸-AsA緩術液中で磨砕抽出する
だけの Herbert の方式S~ pH7.2， 121'C， 15分間加熱
抽出の Linらの方式6Lあるいはその中聞の温度.時間，
必よぴpHの純々な条件での抽出が行なわれている。さ
らに A.O.A.C.の分析法では 1980年版7)でも AsAを使
わず，約O.INのアンモニア中で， 121'C， 15分加熱抽出
しており，これに従う報告もみられる?特に FAコンジ
ユガーゼ y-ClutamylhydrolaseE.C.3.4.22.12.(以下コ
ンジュガーゼと略)を作用させないで¥直接微生物定量法
でh測定して外られる遊離型薬般FreeFolac in(以下Fr
FAと首長)については.試料自身がもっているいわゆる内
因性コンジュガーゼの影響をうけることがあり.検液調
製条件が一定していないと，その測定値が一致しない原
因となるTそこで日本人の FA 給源として重要な野菜
類1引を試料とし，コンジュガーゼ作用をさせて後，，:微生
物定量するこ.とにより得られる総集般Tota1 Folacin(以
下 ToFAと略)と， FrFAに分けて検液調製条件を検討
したので報告する。
実験材料と方法
1.野菜試料:実験に用いた野菜頬は全て大阪市内の
市場より購入し，できるだけ新鮮なものを使ったが，保
存する場合1:1ポリエチレンの袋に入れて，約 5'cの冷蔵
庫においた。
2.試薬:コンジュガーゼは Herbertの万法引にiV.じ，
Difco chicken pancreas 30mgに蒸留水100mtの潮合て・
加え， 37'Cに30分おいてからi卓心分離してその.l:h'fをコ
ンジュガーゼ液として用いた。野菜から FA摘出のため
の緩衝液には， Hurdleらの結果2)を参照 し，0.5% AsA 
を含む0.05Mリン般緩衝液(pH5.5ー 7.8)，もしくは0.5
% AsAを含むO.IM酢酸緩衝液(pH4 -5 )を用いた。
線準 FA液，並びに抽出液の希釈には Linら臼が0.2%AsA
を含むrpH6.1の0.05Mリン厳緩衝液を用いるのがよいこ
とを報告しているが，著者も蒸留水よ りこの緩衝液を用
いる万が結果が安定することを追試確認した。しかし抽
出緩衝液中の AsA温度は Linらの0.2%に対し著者は
0.5%を用い.かつ pH6.1と6.0では特に差を認めなかっ
たので， 0.1% AsAを含む pH6.0の0.05Mリン般緩衝
液とした。
3.定量検}夜間製法:一般的な検J復調製法は特記しな
いかぎり次の方法によった。すなわち試料を約 1X 3cm 
大に切り， 速やかに部分差がないように悦合したもの5g
を秤量し，50mtの摘出用緩衝液中に加え.一定時間沸騰
水浴中て加熱した後冷却し，氷冷下Marusanhomoblender 
で30-60秒間磨砕， ToFAを測定する時li苛性ソーダで
pH7.8に補正し， (pH7.8の緩衝法中で加熱.謄砕した時
はこの補正を省略)，pH7.8の緩衝液て l00mtとしまた
FrFAのみを測定する時は直ちに磨砕1伎を希釈用緩l"jilk
で100mtとし，いずれも迷心分離後上泌を定量!京液とし.
トルエンの存ι下で冷蔵庫に保存した FrFA定盈のた
めには，測定時にこの原液を希釈用緩衝液で0.04ng，me 
筏度になるように希釈し， ToFA定hlのためには原液5
mtに対し，コ ンジュガーセe液5mtを加え.トルエン干Iイピ
下で3TC，1夜反応させ， 100'C. 5分加熱して静ぷ反応
をとめ，同様に希釈して用いた。
4.葉酸定量法:FAの定量1;1LαclobacilLus casel 
ATCC 7469を用いる微生物定量法によった。 t指音I地也組H氏丸
il測1山則1りIJ定予技などは郁前j幸綴証3幻}と同じてで，ある。
実験成績
| 総.酸定量検液
???
熱してから磨砕し.その後pHを4.5ー 7.81こかえて再度O
-15分加熱してから.必要あればpH7.8に補正し，以下
常法の通りにして ToFAを測定した。この表ーから磨砕前
に加熱しなかった場合は，磨砕f去の加熱により測定値が
上昇した場合もあるが，磨砕前に10分間加熱しておけば.
その後の加熱は不要で¥低い pHてマ〉再加熱はむしろ測
定値の低下をきたした。
遊.型葉直量定量検液銅製条件
FrFA定量検液調製条件検討の過程で ToFAの場合
に反して始めの加熱時のpHが6.0ー 7.8よりも.4.5の場
合の方が高い FrFA値を得た。これは切断した試料を入
れた緩衝液が隻i品から沸騰t品度まで加熱される過ねで，
内因性コンジェガーゼが熱失治されるまで，特にこのpH
で FA-polyglutamateに作用して FrFAが精力目した結
果によることが推定されたので.pH4.5-7.8の緩衝液
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FrFAを定量するためには.内因性コンジユガーセ・の
影響を防ぐため.試料を庫署砕する前に加熱する必要があ
ることは最近では広〈認められているが9HH， この加熱
によってToFAがどの程度の影併をうけるかを知るため
に.表-1に示す織に pH.温度および時間をかえて数種
野菜中 ToFAを測定した。その結果，この実験条件下の
加熱時聞の差ではiUI]定備に一定の傾向は怒められず，キ
ャベツの pH4.5. 1l0tの加熱を除いては.その差はほ
ぼ15%以内にあリ.一応微生物定量法の鋲差変動範囲
内12)と1J'えられる。また温度についても同一 pHでは，
l∞'c. 10分と1l0t.10分加熱の間に一定の傾向はなく.
pH4.5の場合を除いてその差はほぼ15%以内であった。
しかし pHについては.pH6.0と7.8の抽出結果を比較す
ると.どの温度.時間でも測定値の差はほぼ15%以内で
あり.各野糸・とも t検定で有意差を認めなかったが.
pH4.5と6.0てす白出した場合の測定値の差は20%をこえ
ることが多<.いずれも pH6.0で抽出したものの方が宥
窓に高い測定値を示した。(α<0.05) この結果.以後条
{牛制御のよ り簡単なl∞t.10分加熱とし， pH4.0ー 7.8
とかえて再検討した結栄は図ー 1に示すように.pH 5以
下では明らかに低値を示したが.pH6.0ー 7.8ではその変
動は最大でも 15%以内であリ，表一 lの結果ーとあわせ巧
えると，この間にl主将に差はないと思われる。このpHの
彬特i立表-2に示す機に，加熱時に特に強くみられ，主主;
の1曾砕時には比較的少なかった。なお試料と緩衝液の量
比をかえ.ここに示した 1: 10よりも緩衝液最を減らす
と測定値が低下することがあった。次に他出を完全にす
るために，障害砕後再び加熱する必要があるかどうかを鯛
べた。 褒ー 3に示した機に pH6. 1∞.C， 0 -10分間加
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表-3 Efect of heating after homogenization on total folate activity 
Time of 1st heating m1n. 。 5 10 
Ti時 of2nd heating mln. 。5 10 15 。5 10 15 。5 10 15 
pH under 2nd heating Vegetable Total folate activity ド9/ 100 9 vegetable 
7.8 Carrot 70 146 146 118 147 165 170 171 160 168 152 154 
7.8 Onion 72 80 75 90 81 81 81 84 100 94 104 85 
7.8 Pumpkin 187 193 207 191 207 196 207 185 180 166 169 158 
6.0 Pumpkin 180 180 144 
4.5 Pumpkin 180 149 122 
The first heating means to heat chopped sample with the buffer{ pH6.0) before homogenization. 
The second heating means to heat the homogcnate. 
表-4 Effect of intrinsic conjugase of vegetables on free folate activity 
Vegetable 
pH of the buffer 
Carrot 
4.5 6.0 7.8 
Cabbage 
4.5 6.0 7.8 
Process of sample 
Heated buffer + sample ~ Heating ~ Homogenization 
Non-heated buffer + sample ~ Heating今 Homogenization
Non-heated buffer + sample ~ Homogenization今 Heating
Frモefolate activity円/1009 
2.8 3.6 3.4 3.4 3.0 2.8 
9.4 6.8 5.2 7.2 3.8 2.8 
16 22 23 28 16 4.3 
Heating for 10min. in boiling water bath 
Healed buffer above 90・c
を90'C以上に加熱してから試料を加え.沸E量水浴中で10
分t1H加熱して FrFAを測定した。同時に従来の機に室温
の緩衝液に試料を入れてから加熱する方式も行なって比
較した。結果は表-4に示す。加熱方式では謄砕後1日熱
が常に最も高い値を示し.次に室温から加熱する方式が，
特にpH4.5の緩衝液を使った場合に高い!直が得られた。
また加熱緩衝液を使った時のpHの影響'i比較的少なし
キャベツの場合には ToFA と問機に pH4.5の方カせ~分低
1立を示した。また始めに踏砕した時のpHの影響liキャ
ベツとニンジンで異なる傾向を示した。
次にこのpHのFrFA他に及ぼす影響をきらに明らか
にするために.キャベツを試料として.pH 4.5ー 7.8の緩
衝液中で氷冷下磨砕し，これを37"Cに一定時間おいてか
ら沸勝水浴中で10分間加熱して FA活性を測定した。結
呆は袋一 5のよ部に示す嫌に. 37.C に保温する首~にすで
に次に述べる FrFA値の 31宮以上の値を示し，37.Cにお
く l甘lに更に上昇したが. その伐~は pH4. 5 より 7.8 の万
が大きかった。一万キャベツを切って37.Cの緩衝液に入
表-5 Effect of pH 10 incubate homogen ized 
cabbage on folate activity 
lncub.tion time min. 10 60 1，000 
ム印S引 activityexp同日ed.s 
fo lateμ9 I 100 9 c.bbage 
Homogenized cabbage 
凶 4.5
6.0 
7.8 
Chopped cabbage 
凶 4.5
6.0 
7 .8 
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• This indicates free folate. 
れて一定時間保温した後，直ちに沸勝水浴中てカ日;休磨僻
したものの FA活性は同表下苦1に示すilf1)で. pH4.5で
は保温3分で1.6倍以上に FA値l立地大したが. pH6.0 
--7.8の場合の地大迷I支は低かったたなおこの場合のO
分保弘は加熱緩衝液中に直接役人したもので， FrFA fit 
( 3 ) 
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を示す。表-4. 5 の結果試料を磨砕せずに常i~の緩衝
液中に加え，加熱した時にのみpH4.5で高い FrFA値を
示すことがわかった。
次に試料を切るだけでも FrFAに影響するかどうかを
みるために，加熱前に切って組織を傷つける必要のない
野菜て二かっすでにコンジュガーセマ〉存ぬが認められて
いるホウレンソウl引を試料とし 1本そのままを秤量後，
その約101音量のpH6.0の1)0熱緩衝液に入れた場合と. 3 
cm大に切ってから同じ緩衝液に入れた場合について.以
下問機にして FrFAとToFAil¥11定した。結果は表-6に
示す。実験の性質上試料誤差もあり，測定値にはやや差
物 Ef. 
があるが， ToFA中に占める FrFAの割合は両者殆んど
等しかった。
表-6 Effect of chopping sample before 
the heating on folate activity of 
spinach 
F同efoldte Tota1 fo1ate Free fo1ate 
)19 / 100 9 )19 / 100 9 Tota1 fo1ate 
Chopped日岬le 91 
Intact samp1e 110 
2羽
280 
0.396 
0.393 
表-7 Apparent and true cooking losses of free folate in vegetables 
Vegetab1e， Spinach 
Boi1ing tirre min. 1.5 
Raw vegetab1e (1) 230 
Raw vegetab1e (2) 140 
Cooked vegetab1e 140 
Cooking water 8 
Sum 148 
Apparent 10ss Z 35.7 
True 10ss うL - 5.7 
Chinese 
cabbage 
1.5 
Gar1and 
chrysanthemum 
1.5 
Carrot 
1.5 5.0 
? ?
?
?
??』??
? ?????? ??? ????? ??? ???《?》ー， ， ，? ?? ?
??????
?
??
??
??
??
。
???????? ??????
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72.2 22.9 
0.0 8.6 
7.8 4.9 
3.9 2.8 
11. 7 7.7 
59.7 73.4 
- 6.4 30.0 
10min. Raw vegetable (1): Samplc +non-heated buffer (pト16.0)→ homogenization→ 100'C， 
Ra¥¥' vegerabJe (2): Sample +heated buHer (pH 6.0， above 90・C)→ 100"C， lOmin.→homogen ization 
3 遊般型葉酸の水煮損失
加熱絞i街i夜を使って生野菜中の FrFA含盆を求める
と.従来法で求めた時よりかなリ1底値になることが明ら
かとなったのて二この値をもとにした調理損失率がどの
f'.'.i!tになるかを明らかにするために.数樋野菜について
モテル実験をした。調理条f1ーとしては.0.5%食I与を含む
水道水50mfをピ カー中で沸騰させ，それに試料5gを
初|ザjせずに.投入し， 1.5分または 5分間煮沸し.その後
急ifrしてゆで汁と調理試料に分けた。前者は希釈用緩衝
液で務めて.後者lまpH6.0の抽出用緩衝液とともに100
'C. 10分1)1熱.1.奈砕してそれぞれ FrFA定量検波を調製
し， pH6.0の緩衝液を用いて調裂した生鮮試料からの定
;，:険i夜とともに FrFAを測定し.表一 7の結果を得た。
見かけの打i失半は.まず勝砕してから100'C，10分加熱.
1!lLBして求めた生鮮試料(1)の FrFA値から，調理試料と
ゆでilの FrFAの合計値を差しヲ|いた値の.生鮮試料(l)
の11{に対する訓合で示し，真のHl失率は加熱緩衝液を使
って求めた生鮮試料(2)の FrFA値から，同様にして求め
た値である。ゆてオ十への移行を煩失としなくても，見か
けの煩失率はいずれも高かった。一方 FrFAのゆで汁へ
の移行率は野菜の種類によりかなりの差があったが，加
熱分解にもとずく真の損失は1.5分加熱て怯殆んどみられ
なかった。
考 察
野菜の ToFA定量検液を調製する際に，表-3のカボ
チャの様に，試料を全〈加熱せずに抽出しでも，加熱時
と差のないものもあるが，同表ニンジンのように加熱が
必要な場合も多い， FrFAも同時に定量する時は，まず
試料を加熱して内因性コンジュガーゼを失活してから磨
砕すべきであるが， 表ー 1，3，図ー lからみて，この加
熱は pH6-7.8，100'C， 10-20分とかなり広い範囲で
大差のない他が得られることがわかる。
コンジュガーゼ液を磨砕液に作用させるか.遠沈上清
( 4 ) 
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に作用させるかについては両論があり，前者に対しては
タンパク質に結合している FAカペコンジュガーゼ液中の
プロテアーゼの作用によって遊雛される効果が期待でき
るが.これにはむしろ山図が述べているように川別にプ
ロテアーゼ処理することもできる。野菜については田口
らIS);/}，検討の給・巣後者によっており.著者もこれを確認
したので.本報ではこれに従った。
Iwai I立山大豆録業中に至適 pH4.5のコンジユガーゼ
を.Tamuraらは11)キャベツに至適pH5および8をもっ
コンジュガーゼの存在を認めている。表-5にみられる
ようにキャベツを切っただけのよ式料L 磨砕した試料を
それぞれ保温した時，測定値のI首大する pHがilうのは.
2極またはそれ以上に存在するコンジュガーゼと. FA化
合物の組織内の存在場所や，化学構造の差によるものと
も忍われるが.なお検討を要する。野菜中のコンジュガ
ーゼが野菜からの抽出過程で. FA・polyglutamateに作
用して見かけのFrFA1直が高くなることも報告されてい
るが?}切断しただけの試料を室温から緩衝液中で加熱す
る過程でもこの醇索が作用して FrFA値に彩理事すること
は必ずしも注意されていなかった。 RoosらI引が沸騰
AsA液(pH6.0)にエンドウ子葉を入れて加熱後，庫署砕し
た方が，先に賂砕してから加熱したものより FrFA値が
低いことは示しているが.加熱 AsA液の他に室温AsA
液に試料を入れてから加熱したものとの比較はしておら
ず，その後も一般に野菜中のToFAに占める FrFAの割
合はかなq商い他が報告されているジそして褒-4で室
温から加熱したものが，ニンジンのpH7.8の結来を除い
て，いずれも加熱緩衝液を用いて処理したものより高い
FrFA値を与え.この酵素作用を防ぐためには加熱緩衝
液の使用が必要なことを示している。
FA.特に自然界に多くみられる5・methyl!etrahyd ro-
folatel1ト1引が，中性附近より荷量性およびアルカリ性側で
不安定なことは Wilsonら20)も認めており，かつ pH7.8
と6とでは ToFAのほかに FrFA値についても遂のない
ことは表-4からもわかるので. FrFAのみの測定の
場合にはpH6-7.8のいずれてeもよいことになるが.ToFA 
をも測定するならば，チキンパンクレアスコンジュガー
ゼを用いるかぎり .その至遜pH(7) 7.821)の緩衝液を用い
ると.s事砕f去のpH補正の必要がなく， 簡便である。なお
試料自身が般性のオレンジジュースの様なものは，あら
かじめ試料のpHを補正しなければ緩衝液だけでは十分
でないことは νlalinも述べている?
試料を力日然的に磨砕した場合はもとより.切断した試
料を室温緩衝液中に投入し，力日然するだけでも多少コン
ジュガーゼ作用をうけるとすると.一切のコンジュガー
?、
?
? ?
?
ゼ作用をうけないで微生物定量されたものを FrFAと定
義し，この点の注意をきれないて'発表された従来の FrFA
値は.少なくとも野菜類については再検討されるべきで
あろう。このことは FrFAの調理娘失を考える場合に，
材料を直嬢沸騰液中に入れる調理操作があることを考え
ると重要で，この点の注意をおこたれば Leichterら23)
の成績のように FrFAt員失を過大に見積ることになる.
もちろん長時間水煮すればかなりの扮失があることは，
田口ら24)が5分間煮:沸よりも15分間余沸の方がかなり減
少する例のあることを示しており.本線表ー 7でも1.5分
間加熱では殆んどなかった哀の鍋失が. 5分間煮沸では
認められることからも明らかであるが，見かけの鍋失平
に比し.真の1ft失率がずっと少ないのも挙実である。一
方 Herbe rtが述べた日ように，ヒトにとっての有効 FA
値に段も近いものとして L.cαselによる FrFA値を示す
場合には，その発妥当時内因性コンジュガーゼの影轡は
始んど考慮されていなかったので，その場合の検波調民
法は実際の吸収利用との相関関係から改めて研究される
べきであろう。
要 約
L.cαselを用いる野菜中の総業俄，遊離守!禁固去の微生
物定員検液調製法を検討して.以下の紡来を得た。
l 試料を0.5%アスコルヒ'ン般を含むpH6-7.8の"式
料の101音量以上のリン般緩衝液と.100"C. 10-20分Jm然
してから磨砕.ii沈し，その上'diにチキンハンクレアス
コンジュガーゼを作用させれば. lill"一定の総襲被他を
伴，完全に嫡出されると思われ. I.{I与件後の再1JI然の必裂
はなかった。また pH5以下で加熱すると総:薬局主1t!lま低
下した。
2 野菜中に千:;:.(fする薬厳コンジュカーゼは、生鮮ぷ
料を彪僻した時のみならず，切断して室温の緩衝液中に
入れ，沸騰水浴中で加熱する過犯でも作用し.進税引先E
般値をI曽大した。この後者の榊大I;!:pH6-7.8の緩衝iI1
よりも.4.5の緩衝液を用いた方が大きかった。
3 遊離型業般の水殺打i失をよl<めるi的経て二内囚性コ
ンジュガーゼに対する考慮が足。)ない時は.過大の行l失
*がみられたが.このことを考慮すると1.5分間の気沸で
は始んど遊雛~'J~定般の磁波はなか っ た W
4 遊離型楽園量定量検液調製のためには.試料tf!tを
適当に切リ，直ちにその101吉量の0.5%アスコルヒ'ン僚を含
む90'C以上に加熱した pH7.8のリン闘を緩衝法中に位入し.
沸勝水浴中で10分1加熱，冷却後If:Ht-.定谷としたもの
をi卓沈分離して.そのt治を得れはよい また総粂向査定
f止のためにはこのl:iJ'iにチキンハンクレアスコ ンシ ュカ
( 5 ) 
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ーゼを作用させればよいことを認めた。
実験に協力した本学部学生佳(1日姓岩井)紀子，松!従充
子.下畑(IB~生松本)恵美子の諸君に謝意を表する。
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Summary 
Procedures of preparation of sample solution from vegetable for Lactobacillus casei assay of folate were investigated 
Total folate (activity after treatment with chicken pancreas conjugase) was satisfactorily extracted by heating vegeta. 
ble with 0.05M phosphate -0.5% ascorbate bu仔"erat pH 6 -7.8 (more than ten times as much as sample) in boiling 
water bath for 10 -20 m1Outes， homogenizing them 10 blender and centrifuging the homogenate then treating the super宇
natant liquid with the conjugase at pH 7.8. It was not necessary to reheat the homogenate for further extraction 
The heating below pH 5.5 caused degrease in folate activity 
Value of free folate (activity without the conjugase treatment) increased when chopped sample was heated with the 
bu仇rfrom r∞m temperature especially at pH 4.5. It was s問culatedthat the increase was caused by action of intrin. 
SIC conjugase of vegetable. C∞king 1055 of free folate in vegetable was overestimated when free folate in raw material 
was determined without consideration of the intnnsic conjugase action， but net destruction of free folate by c∞king 
for 1.5 minutes was negligible. Therefore， for preparatlon of sample solution to estimate free folate in vegetable， it was 
recognized that the buffer should be preheated above 9O'C before immersing chopp巴dsample 
(6 ) 
